HCV陽性供血者血漿中のHCVコア抗原の検出 by 横井 正人
一　190　一
六医大誌　53（2）：190～196，1995
HCV陽i生供血荘園秘中のHCVコア抗原の検出
東京医科大学内科学教室（指導：斎藤利彦主任教授）
　　　　　横　　井　　正　　人
Detection　of　Hepatitis　C　Virus　Core　Antigen
　　　in　the　Circulation　of　lnfected　Hosts
Masato　YOKOI
Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　（Director：Prof．　Toshihiko　SAITO）
　A　hepatitis　C　virus　core　antigen　in　the　circulation　of　infected　hosts　was　detected　by　a　sensitive
fluorogenic　enzyme－linked　immunosorbent　assay　（fluorogenic　ELISA）　which　utilizies　a　fluorogenic
substrate．　To　determine　the　sensitivity　of　the　fluorogenic　ELISA，　a　recombinant　HCV　core　antigen
at　various　concentrations　was　tested．　Using　the　fluorogenic　ELISA，　the　detectable　lowest　concentra－
tion　of　antigen　was　1　ng／ml．　When　60　ml　of　HCV　positive　plasma　was　used　for　the　fluorogenic
ELISA，　HCV　core　antigen　was　detected　in　3　of　4　HCV－positive　plasmas．　ln　addition，　the　buoyant
density　of　HCV　was　studied　by　distribution　of　HCV　core　antigen　and　HCV－RNA　in　plasma　fractions
from　sucrose　density　gradient　equilibrium　centrifugation．　The　HCV－RNA　was　detected　by　polymer－
ase　chain　reaction　（PCR）．　The　density　distribution　of　HCV　core　antigen　was　observed　to　show　4
peaks，　which　have　buoyant　densities　of　1．07　g／ml，　1．12　g／ml，　1．19　g／ml　and　1．27　g／ml．　ln　these
fractions，　which　have　high　HCV　core　antigen　activity，　HCV－RNA　was　detected．　These　results
suggest　that　HCV　particles　in　the　circulation　of　infected　host　have　several　different　buoyant
densities．
緒 言
　近年，C型肝炎ウイルス　（hepatitis　C　virus＝
HCV）感染が輸血後肝炎の原因の90％以上を占
め，高率に持続感染が成立することも明らかとなっ
た．C型肝炎の診断は，1989年米国カイロン社によ
りHCV遺伝子の非構造領域の一部がクローニング
され，その発現蛋白に対する抗体を検出することに
よって可能となり1）2），さらに構造領域や3）4），他の非
構造領域の発現蛋白を組み合わせた抗体検出試薬の
完成によって診断率の向上が得られるようになっ
た5）．また，polymerase　chain　reaction（PCR）法
により微量のHCV遺伝子そのものを増幅して検出
できるようになり，HCVの存在診断を行うことが
可能となった6）．
　一方，血中のHCV関連抗原を検出しようとする
試みは，現在までのところ不成功に終わっている．
これはHCVが血中に微量しか存在しないことが最
大の原因と考えられている7）．
　本研究においては，比較的感度が高いとされる蛍
光基質を用いた　enzyme－linked　immunosorbent
assay（fluorogenic　ELISA）法にて，　HCV陽性供
血者血漿中のHCVコア抗原の検出を試み，さらに
一匹溶液中のHCVの浮遊密度を，　HCVコア抗原
（1994年10月27日受付，1994年12月15日受理）
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定法（Fluorogenic　ELISA），ポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）
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とHCV－RNAの両者の分布から検討した．
対象と方法
　1）対象
　日本赤十字社より供与をうけたHCV陽性供血者
血漿（第2世代HCV抗体陽性，　HCV－RNA陽性）
を対象とした．またHCV抗体陰性，　HCV－RNA陰
性の血漿を陰性コントロールとした．
　2）Recombinant　HCVコア抗原および抗HCV
　　コア抗体
　HCVコア抗原は，　HCVコア蛋白質（アミノ酸配
列番号1～160）をコードする遺伝子を大腸菌の
TrpE蛋白質と融合発現させ，超音波破砕後にurea
で可溶化し，S一網ファローズおよびMono－S　FPLC
（ファルマシア社製，スウェーデン）により精製して
抗原として用いた．
　抗HCVコアポリクローナル抗体は，上記のHCV
コア抗原0．3mgをFreud’s　complete　adjuvantと
混合後に日本白色種ウサギの背皮内にi接種し，1カ
月毎に背皮下に2回追加接種を行って抗HCVコア
血清を得た．抗体価は，上記HCVコア抗原を用い
てELISA法により測定したところ，105の力価を示
した．この抗HCVコア血清からAmpure　PA　kit
（アマーシャム社製，米国）を用いてIgG画分に精
製して研究に供した．
　抗HCVコアモノクローナル抗体は，上記HCV
コア抗原をBalb／cマウスに免疫し，抗原と特異的
に反応するクローン541を得た．腹水を採取後に
DEAEカラムによりIgG画面のみに精製して研究
に供した．この抗体はアミノ酸配列番号21～40のア
ミノ酸のエピトープを認識していた．
　なお，これらrecombinant　HCVコア抗原と抗
HCVコア抗体は東京都臨床医学総合研究所微生物
研究部門小原道法室長により作製され，供与された
ものである．
　3）HCVcore抗原の検出
　抗HCVコアポリクローナル抗体を0．1M炭酸
緩衝液，pH　9．6にて5μg／mlに調整し，　Micro
FLUOR　PIate（ダイナテック社製，米国）に一晩，
固相化した．0．01MTris－HCL，　pH：7．4，0．15　M
NaCl，0．1％　正常ウサギ血清，0．1％　Tween20
（TS・RS－Tween20）にて洗浄後，0．01　M　Tris－HCL，
pH　7．4，0．15　M　NaCl，2％正常ウサギ血清で37℃
60分間ブロッキングした．検体50μ1を0．01M
Tris－HCL，　pH　7．4，0．15　M　NaCl，2％正常ウサ
ギ血清，0．5％Nonidet　P－40（TS－RS－NP40）にて
2倍希釈し，室温にて30分間放置後，0．Ol　M　Tris・
HCL，　pH　7．4，0．15　M　NaCl，0．1％正常ウサギ血
清，O．1％Nonidet　P－40で洗浄した六二に検体を添
加し，室温で60分間反応させた．TS－RS－Tween20
で洗浄後，1次抗体としてTS・RS－Tween20で5
μg／mlに調整した抗HCVコアモノクローナル抗
体を添加し，室温で30分間反応させた．TS－RS－
Tween20で洗浄後，2次抗体としてTS－RS－
Tween20で1000倍に希釈したビオチン標識抗マウ
スイムノグロブリンF（abノ）2（ダコジャパン社製）
を添加し，室温で30分間反応させた．TS－RS－
Tween20で洗浄後，　TSRS－Tween20で1000倍に
希釈したアルカリフォスファターゼ標識ストレプト
アビジン（アマーシャム社製，英国）を添加し，室
温で30分間反応させた．TS－RS－Tween20で洗浄
後，4一メチルウンベリフェリルフォスフェイト
（4MUP，シグマ社製，米国）を10％ジエタノール
アミン緩衝液，pH　9．8にて50μg／mlに調整し，そ
の200μ1を添加した．室温で30分間反応させた後，
Micro　FLUOR　Reader（ダイナテック創製，米国）
で励起波長360nm，蛍光波長460　nmにて各穴の蛍
光量を測定した8）．
　4）特異性の検討
　Fluorogenic　ELISA法の特異性を以下の方法で
確認した．抗HCVコアポリクローナル抗体を0．1
M炭酸緩衝液，pH　9．6にて5μg／mlに調整し，
Micro　FLUOR　Plateに固相化した．　Recombinant
HCVコア抗原をTS－RS－NP40にて10　ng／mlにて
調整して鼠穴に添加後，室温で60分間反応させた．
毛穴をTS－RS－Tween20で洗浄後，　TS－RS－
Tween20で10μg／ml，5μg／ml，2．5μg／ml，
1μg／mlに調整した抗HCVコアポリクローナル抗
体を添加した．その後，ビオチニレーションKit（ア
マーシャム社製，英国）を用いてビオチン標識した
抗HCVコアモノクローナル抗体5μg／mlを各穴
に追加添加し，抗HCVコアポリクローナル抗体と
競合的に室温で30分間反応させた．その際，ポリク
ローナル抗体としてのウサギIgGがHCVコア抗
原と抗HCVコアモノクローナル抗体の反応を阻害
するか否かを検討する目的で，抗HCVコアポリク
ローナル抗体の希釈系列と同様の蛋白濃度に調整し
た正常ウサギIgGを，抗HCVコアポリクローナ
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ル抗体の代わりに添加し，次にビオチン標識した抗
HCVコアモノクローナル抗体5μg／mlを加えて，
室温で30分間反応させた．TS－RS－Tween20で各回
を洗浄後，アルカリフォスファターゼ標識ストレプ
トアビジンを添加し，洗浄後，4－MUPを加えて各
穴の蛍光量を測定した．
　5）HCV・RNAの検出
　HCV－RNAの検出は，　HCV遺伝子の5’非翻訳領
域から作製したプライマーを用いた　RT－nested
PCR法にて行った．検体100μ1にSDS一プロテイナ
ーゼK溶液を加えた後，65℃2時間反応させ，フ
ェノール／クロロフォルム処理にてRNAを抽出し
た．得られたRNAを99℃15分で変性し，Moloney
murine　leukemia　virus逆転写酵素（BRL社製，米
国）とouter　anti－senseプライマーを用いて37℃で
60分間，逆転写反応を行い，cDNAを合成した．得
られたcDNAをThermus　aquaticus　DNAポリメ
ラーゼ（Ampli　Taqポリメラーゼ，　Perkin－Elmer
Cetus二三，米国），　outerプライマー　（sense，
anti－sense）を用いてfirst　PCRにて増幅した．各
反応はdenaturalization　92℃1分，　annealing　45℃
2分，extension　72℃3分であり，　DNA　thermal
cycler（Perkin－Elmer・Cetus二三，米国）にて35サ
イクル行った．このfirst　PCR産物の5μ1をinner
プライマー（sense，　anti－sense）を用いて，上記と
同様の反応条件にてsecond　PCRを35サイクル行
った．Second　PCR産物の1μ1を2％NuSieve
GTG　agarose，1％ME　agarose（FMC　Bio　Prod－
ucts二二，米国）ゲルにて電気泳動し，エチヂウム
ブロマイド染色後，紫外線照射にて目的のバンドを
検出した．逆転写反応ならびにPCRに用いたプラ
イマーは，5’一ACTCCACCATAGATCACTCC－3t
（outer　sense），　5“AACACTACTCGGCTAGCAGT－
3’（outer　anti－sense），　5’一TTCACGCAGAAAGCG－
TCTAG－3’　（inner　sense），　5’一GTTTATCCAAGA－
AAGGACCC－3t（inner　anti－sense）である9）10）．
　6）　濃縮血漿中のHCVコア抗原の測定
　HCV陽性供血者血漿（第2世代HCV抗体陽性，
HCV－RNA陽性）4団体のHCVコア抗原をfluor－
ogenic　ELISA法にて測定した．また第2世代HCV
抗体陰性，HCV－RNA陰性の2検体をコントロール
とした．血漿120mlを3000回転で30分間遠心後，
その上清を13．5万Gで遠心（日立40T　rotor）した．
沈殿物を0。01M　Tris－HCL，　pH　7．4，0．15M
NaCL，0．001　M　EDTAに懸濁後，再度13．5万G
で遠心した．その沈澱物をHCV濃縮血漿とし，原
血漿60，30，20，10ml相当量中のHCVコア抗原
をfluorogenic　ELISA法にて測定した．
　7）　薦糖溶液中におけるHCV浮遊密度
　薦糖溶液中におけるHCVの浮遊密度を，HCVコ
ア抗原とHCV－RNAの両者の分布から検討した．
　HCV陽性血漿350　mlを3000回転30分で遠心
後，その上清を13．5万Gで遠心し，沈澱物を再度
13．5万Gで遠心した．沈澱物を10％一60％薦糖密
度勾配にのせ，10万G，16時間遠心（日立RPS－40T
rotor）した．チューブの上部より250μ1ずつ回収
し，各分画のHCVコア抗原を測定した．またHCV－
RNAの測定に際しては，各分画の検体を1000倍希
釈し，その100μ1を用いて，RT－nested　PCR法に
て測定した．陰性コントロールとしてHCV陰性供
血者プール血漿350mlから上記と同様の方法で薦
糖密度勾配分画を作成し，HCVコア抗原を測定し
た．
結 果
　1）Fluorogenic　ELISA法によるH：CVコア抗
　　原の検出感度と特異性
　Recombinat　HCVコア抗原の希釈系列を作成し
たものについて，duplicateでHCVコア抗原を測
定し，検出感度を求めた．100ng／mlのHCVコア
抗原量では蛍光量はscale　over（4000以上）した．
抗原希釈緩衝液をTS－RS－NP40にて2倍希釈した
ものを陰性コントロールとした．陰性コントロール
の蛍光量の平均値に標準偏差値の2倍を加えたもの
をcut　off値（343）とした．　HCVコア抗原の検出
感度は1ng／mlであった（図1）．
　特異性に関しては，添加した抗HCVコアポリク
ローナル抗体の濃度が高くなるにつれて蛍光量の低
下を認めたが，正常兎IgGを添加した場合には明ら
かな蛍光量の低下を認めなかった（図2）．
　2）濃縮血漿中のHCVコア抗原
　HCV陽性供血者血漿4検体は，被検血漿量の減
量に伴い，蛍光量が低下することをすべての検体で
認めた．血漿60ml相当量では4検体中3検：体に
HCVコア抗原の検出が可能であり，そのうち1検
体では血漿10ml相当量でもHCVコア抗原を検出
することが可能であった．HCV陰性供血血漿での
蛍光量は238以下であった（図3）．
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図1Fluorogenic　ELISA法によるrecombinant
　　HCVcore抗原の検出感度
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図2Fluorogenic　ELISA法の特異性
　　（一一）抗　HCVcoreモノクローナル抗体と
　　HCVcoreポリクローナル抗体を競合的に反応
　　させた
　　（一一一一）抗　HCVcore　モノクu・一一ナル抗体と
　　normal　rabbit　IgGを競合的に反応させた
　3）簾糖密度勾配遠心分画におけるHCVコア抗
　　原とHCV・RNAの検出
　単一のHCV陽性供血者血漿では，比重1．07　g／
ml，1．12　g／m1，1．19　g／ml，1．27　g／mlをピークと
して4峰性に　HCV　コア抗原を検出した．　RT－
nested　PCRによる検討では，比重1．07～1．21　g／
ml，1．27　g／mlにHCV－RNAを検出した．　HCV陰
性供血者プール血漿から作製した検体ではHCVコ
　　60　30　20　10　　　　　　　　　　　　（ml）
図3Fluorogenic　ELISA法による濃縮血漿中の
　 HCVcore抗原の検出
　　（一一）HCV陽性供血者血漿
　　（一一一一）HCV陰性供血者血漿
ア抗原を検出しなかった（表1，図4）．
考 察
　HCV遺伝子がクローニングされる以前の10数
年間は，HCVに特異的な抗原や抗体の検出が数多
くの研究者によって試みられたが不成功に終わって
いる17）．その最大の原因はHCVが極めて微量にし
か血中に存在しないためと考えられている11）．吉岡
ら12）によれば，C型慢性肝炎患者血中のHCV－RNA
量は，102～108copies／mlの範囲にあり，その平均
は104・5±1・3copies／mlと報告されている．一般に
ELISA法によるvirus抗原の検出には，108　copies／
ml以上必要とされていることから13），10　ml～100
m1相当量の血漿を用いるならば，　HCV関連抗原を
検出することが可能な検体が存在するはずである．
　ELISA法の感度を規定する大きな要因は，抗体の
抗原への親和力と標識酵素の検出効率である．
ELISA法において，発色基質の代わりに蛍光基質を
用いることによって高い標識酵素の検出効率を得た
とする報告が多い14）15）16）．本研究においてはELISA
法によるHCVコア抗原検出の感度を向上させる目
的で蛍光基質を用いた．蛍光基質を用いることによ
って，発色基質に比べ標識酵素の検出効率は上昇し，
10－6～10－9　Mあるいはそれ以下の濃度の酵素の検
出が可能となるとされている17）．蛍光基質4－MUP
は，アルカリフォスファターゼにより4一メチルウン
ベリフェロンに交換される．Fultonら13）は，4－MUP
によるアルカリフォスファターゼ（ALP）の検出限
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表1薦糖密度勾配遠心分画中のHCVcore抗原とHCV－RNAの分布
A）HCV陽性供血者血漿 B）HCV陰性供血者血漿
Fraction　No．　Density（g／m1）Fluorescence　countHCV－RNAFraction　N．Density（g／ml）Fluorescence　count
1 1，034 595 一 1 1，036 262
2 1，040 671 一 2 1，044 280
3 1，050 1121 ｝ 3 1，058 267
4 1，066 1437 十 4 1，074 308
5 1，080 1208 十 5 1，090 292
6 1，092 389 十 6 1，102 266
7 1，100 345 十 7 1，110 272
8 1，110 869 十 8 1，120 212
9 1，118 1948 十 9 1，132 221
10 1，130 961 十 10 1，144 263
11 1，142 402 十 11 1，146 220
12 1，152 331 十 12 1，168 218
13 1，170 765 十 13 1，184 152
14 1，186 1980 十 14 1，204 145
15 1，206 1413 十 15 1，222 226
16 1，234 611 一 16 1，246 167
17 1，262 621 一 17 1，262 155
18 1，268 942 一 18 1，270 198
19 1，274 1384 十 19 1，276 302
20 1，274 1281 十 20 1，276 210
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図4Fluorogenic　ELISA法による薦糖密度勾配
　　遠心分画中のHCVcore抗原の検出
　　（一一）HCV陽性供血者血漿（表1の検体A）
　　（一一一一）HCV陰性供血者血漿（表1の検体B）
界が10－9　Mであったのに対し，発色基質p一ニトロ
フェニルフォスフェイト（PNP）のそれは10－5　M
であったとしている．今回のfluorogenic　ELISA法
によるHCVコア抗原の検出感度は，1ng／mlであ
ったが，これはPNPを発色基質としている通常の
ELISA法の7～8倍の感度であった．また，　recom－
binant　HCVコア抗原蛋白を用いた検討では，図1
に示した如く，抗原蛋白量1ng／mlから50　ng／ml
の範囲では，その蛍光量は346から3239へと上昇
し，わずかな抗原量の差を検出することが可能であ
ると考えられた．測定系の特異性に関する検討とし
て，HCVコア抗原に対して，ポリクローナル抗体と
モノクローナル抗体を競合的に反応させると，蛍光
量は競合する抗体量の増加と共に低下したが，抗
HCVコアポリクローナル抗体の代わりに正常ウサ
ギIgGを用いた場合には蛍光量の低下はごく軽微
であった．以上より，本研究におけるfluorogenic
ELISA法では，抗HCVコアポリクローナル抗体
と抗HCVコアモノクローナル抗体は共にHCVコ
ア抗原に対し特異的に反応していたものと思われ
る．
　HCV陽性濃縮血漿4検体からのHCVコア抗原
の検出に関しては，血漿60m1相当量では4検体中
3検体に，またその3検体中1検体では血漿10ml
相当量まで検出が可能であった．HCVコア抗原の
検出が可能であった血漿60m1相当量の濃縮検体で
の蛍光量は414～658であった．Recombinant　HCV
コア抗原の希釈検体系列を用いた　fluorogenic
ELISA法の標準曲線から，これら3検体の血漿中の
HCVコア抗原濃度は20　pg／mlから80　pg／mlであ
ろうと考えられた．ただし，濃縮検体中に残存して
いるであろう微量のHCVコア抗体が測定系に及ぼ
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す影響を考慮すると，実際のHCVコア抗原の濃度
はもう少し高いものと推定される．
　HCV粒子の薦糖溶液中での浮遊密度を求める目
的で，薦糖密度勾配遠心後の分画についてHCVコ
ア抗原とHCV－RNAの両者の分布を検討した．比
重1．07g／m1，1．12　g／ml，1．19　g／ml，1．27　g／mlの
分画をピークとする4峰性のHCVコア抗原蛋白の
分布を認め，高いHCVコア抗原活性を示す分画に
一致してHCV－RNAが検出された．　Bradleyら18）
は，HCV陽性血液製剤のチンパンジーに対する感
染実験にて，比重1．09～1．11g／mlの薦糖分画に最
も高い感染価を得たが，比重1．22g／mlまでのより
高い比重の分画も感染性を有することを報告してい
る．宮本ら19）は，比重1．08g／mlにHCV－RNAを
検出し，この検体を　Nonidet　P－40処理をすると
HCV－RNAの検出される分画が比重1．25　g／mlに
移動することから，HCV粒子の比重は1．08　g／m1，
コア粒子の比重は1．25g／m1であろうと推定してい
る．また土方ら20）は，比重1．06g／ml以下と
1．13～1．17g／mlの分画にHCV－RNAを検出し，
複数の薦糖分画にHCV－RNAが検出される理由と
して，免疫複合体を形成しているHCV粒子やコア
粒子が血中に存在する可能性を指摘している．
　本研究においては，HCVコア抗原は比重1．07　g／
mlの分画で一つのピークを形成し，それよりも高い
比重の分画でも複数のピークを形成することが確認
されたが，これらの結果はBradleyらの感染実験
や，宮本，土方らのHCV－RNAからの検討結果と
矛盾しない，また比重1。05g／mlの分画では，比較
的高いHCVコア抗原活性を示すにもかかわらず
HCV－RNAは検出されなかった．これは，血漿中に
浮遊するHCVコア蛋白の存在が可能性として考え
られる．
　HCVの比重の確認はHCV培養系の確立を持た
ねばならないと思われるが，血中では免疫複合体の
関与によって単一の薦糖密度勾配分布をとらない可
能性があるものと考えられる．今後，蛍光基質を用
いHCVエンベロープ抗原の検出も可能となるなら
ば，HCV粒子とそのコア粒子の比重はより明らか
になるものと思われる．
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